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Introducción 
El conocimiento del estado inmunitar io 
de una poblac ión contra el virL<S de la mixo-
matosis t iene muchísimas implicaciones 
pnícticas y puede ser de gran valor para es-
tudiar la eficacia de diversos métodos. la 
persistencia de la inmunidad y la adopción 
de med idas profilacticas adecuadas. Por ello 
la determinación de los niveles de ant icuer-
pos circulantes en el suero es necesar ia para 
los estudios sero-ep idemiológicos así como 
para fina lidades ci ínicas. 
Varias técn icas se han ap licado con esta 
f inalidad ta les como la Fijación del Com· 
plemento (1), la Inmunod ifusión doble (2) 
y la Sueroneutralización vírica (3). 
Recientemente se ha ut i lizado el enzimo-
inmunoensayo (E LI SA) ind irecto como 
método de valoración de los anticuerpos 
humorales. Algunos autores han empleado 
el virus de Sanarelli como substrato antigé-
nico en esta técn ica (4) (5) para llevar a ca-
bo estudios epidemiológicos en conejos sal-
vajes y dilucidar así la incidencia de anima-
les portadores o que hayan esta do en con-
tacto con el virus mixomatoso de Sanarelli. 
Nosotros adaptamos un E LISA para va-
lorar la inmunogenicidad de vacunas hete-
ró logas Ivirus del Fibroma de Shope) con-
tra la Mixomatosis (6) (7). Para ello absor-
bimos las microplacas con virus del Fibro-
ma de Shope en lugar de ut ilizar virus de 
Sanarelli . Es bien sabido que existen reac-
ciones de inmunidad cruzada entre éste y el 
virus del Fibroma de Shope (8), confirma-
das por una serie de reacciones serológicas 
tales como la aglutinación, la Fijac ión del 
Complemento, la Inmunodifusión Doble, 
etc., con lo cual la utilización del virus de 
Shope nos permite valorar anticuerpos hu-
mora les inducidos por el virus de Sanarelli 
y viceversa. 
En este t rabajo comparamos el grado de 
correlación existente entre dos enzimoin-
munoensayos I E LISA S) en uno de los cua-
les usamos el virus del Fibroma de Shope 
como substrato ant igénico absorbido a las 
microplacas y en el otro el virus del Mixo-
ma de Sanarelli. 
Ambos ELISA S se compararon en cuan-
to a su eficacia para va lorar la respuesta in-
munológica en conejos sin vacunar, en co-
nejos inoculados con virus vacunal atenua-
do de Sanarelli, en conejos vacunado con 
virus del Fibroma de Shope y en gazapos 
procedentes de madres inmun izadas con el 
virus del Fibroma de Shope. 
Material y métodos 
Descripción de los ensayos: 
-ELlSA-Shope: En este ensayo uti l iza-
mos virus del F ibroma de Shope (cepa 
Boeriage) que fue propaga do en cultivos ce-
lulares de R K 13 en monocapa, obteniéndo-
se concentraciones Vl rl cas de 105 . 4 
DICTs o/ml. Este virus se absorbió a los po-
cillos de las microplacas constituyendo el 
substrato antigén ico. La ejecución de la téc-
nica y la lectura de los resultados ya fue 
descrita anteriormente (6). 
-ELlSA-Sanarell i: Como tal designamos 
al E.LlSA en el cua l se uti l izó vi rus del Mi-
xoma de Sanarell i como substrato antigéni-
co. Para ello usamos la cepa viru lenta R IN 3 
(*) Dlrecclón de los autores : Laboratorlo5 Hipra, S.A. Amer (Girona) 
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que se obtuvo a partir de célu las R K 13 in-
fectadas a una m.d.i. de 1. El vi rus absorbi-
do ten ía un títu lo de 10 • . 4 DI CT50/ml. 
Este ensayo se Ilèvó a cabo ta l como lo 
describió Whetheral y col. (41 con las si-
guientes mod if icac iones. Se uti li zó tampón 
PBS para absorber el antígeno en lugar de 
tampón carbonatob icarbonato. La absor-
ción se hizo a +4° C. durante toda la no-
che. Asimismo las microp lacas no ' fueron 
t ratadas con BSA después del lavado del an-
tígeno res idua l. 
Se uti l izó una dilución sérica única al 
1/32 para todos los testajes ta l como en el 
E LlSA-Shope y se aplicó el Indice de l(1mu-
nidad Re lativa (I RI para hacer la lectu ra de 
los resultados (4,61. 
Valorac;ón de los sueros. 
Todas las muestras séricas fueron conge-
la das a-35° C. hasta el momento de su va-
loración. Ambos ELISA se Ilevaron a cabo 
simu ltaneamente después de hacer las co-
rrespond ientes diluciones con el fín de evi-
tar pos ibles errares de dilución al comparar 
ambos ensayos. 
Programa de vacunac;ón. 
Pa ra comprobar el grado de correlac ión 
entre los dos ensayos (E LI SA-Shope y E LI -
SA-Sanarelli l se ut ili zaron 4 grupos de co-
nejos que fueron sometidos a diversos trata-
mientos vacuna les. Los sueros obten idos de 
los mismos fueron va lorados med iante las 
dos técn icas antes mencionadas. 
Grupo I : Se uti l izaron 16 conejos que 
fueron divididos en 2 grupos de 8 animales 
cada uno. Un grupo se dejó como control y 
el otro fue vacunado con 1 dosis vacu nal 
(103 ,5DICT5 ol. de virus del Fibroma de 
Shope ta l como se describe en la tab la 1. 
Todos los ani ma les fueron obtenldos de 
grari jas en las cuales no se había practicado 
ninguna vacunación cont ra la Mixomatosi s. 
A ntes del in icio de la prueba se comprobó 
la ausencia de ant icuerpos séri cos cont ra es-
ta enfermedad med iante el ELl SA-Shope, y 
el ELl SA-Sanarelli. 
Se admin istró una dosis vacuna l a los 8 
conejos por via subcu tanea. A los 95 d las 
estos fueron infectad os con 103 O I CT 5 o de 
virus virulento de Sanarelli cep a RIN-3 (t i-
po I-III por via intrapa lpebral, conjunta-
mente con los 8 contro les. Las muestras sé-
ri cas se tomaron en los d las reseñados en la 
tab la 1. 
Grupo 11: Se uti l izó un grupo de 8 cone-
jos a los que se adm inistró 1 dosis vacuna l 
(103 DI CT501 de virus atenuado de Sanare-
lli. El virus vacunal se adm inistró por dos 
vías dist intas ta l como se describe en la ta-
bla 2. 
Todos los an ima les fueron inmun izados 
con 1 dosis vacunal y la infección experi-
Tabla 1. Protocolo de vacunación con virus heterólogo del Fibroma de Shape. 
ConeJ05 N.o N .o muestras ¡n fec. a dia s Obten ción suera 
sér lcas post-vacu- dia s post -vacunación 
naclón 
No vacunados 8 36 (*) 95 0 , 6,95, 101 Y 105 
Vacu nados 8 40 95 0,6,95, 101 Y 105 
(*) D os con ejo5 murleran por lesló n card iaca ca usada por la extra cción de sa ngre en el m oment o de la Infecclón experi -
men tal en el d ia 95 , por lo cua t no pudlmos a btener la s 4 muest ras sérl cas en los d ias 101 y 105 . 
Tabla 3. Protocolo de vacunación con virus de Sanarelli atenuada in ocu/ada por vla subcutanea yendo-
venosa. 
v ia ad ml nistración N .o conejos N .o muest ra s Infec . d ias T o ma m uest ras 
post-vacuno d ías post-vacuno 
Subcutanea 4 27 1*1 54 3,10, 13,54, 
Endovenosa 4 28 61 ,68y74 
(*) Un canejo mur l6 debldo a las re pet ldas extracclones de sa ngre, por lo cual el numero de muestras sérl cas ob ten ldas 
dlflere IIgeramente del tota l esperad a . 
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menta l se hizo a los 54 días con 103 
DICTs o de virus virulento de Sanarelli cepa 
RI N-3 por vía intrapalpebral. 
Grupo III: Valoración de sueros de gaza· 
pos procedentes de madres vacunadas con 
virus del Fibroma de Shope. 
Se administró una dosis vacunal del Vi· 
rus del Fibroma de Shope a 5 conejas ges· 
tantes. Dos gazapos de cada una de estas 
conejas fueron sometidos a cuatro extrac· 
ciones de sangre desde el día del nacim ien· 
to hasta los 35 d(as de edad. A continua· 
ción las muestras séricas se va loraron por 
ELlSA·Shope y ELlSA·Sanarell i . 
Grupo IV: Valoración de sueros de cone· 
¡os no vacunados contra la Mixomatosis. 
Se obtuvieron 140 sueros de conejos pro· 
cedentes de granjas en las cua les no se ad· 
ministraba ninguna vacuna. 
Todos los sueros fueron congelados a 
-350 C. hasta el momento de su va lorac ión 
utilizando el ELlSA·Shope y el ELlSA·Sa· 
narelli. Calculados los índices IR de cada 
suero para cada una de las 2 ELlSAS's, és· 
tos se introdujeron en un ordenador. 
Con un programa estad ístico para el 
calculo del coef iciente de correlación entre 
la variable ELlSA·Shope y la variable ELl· 
SA·Sanarell i. 
Resultados 
Grupo I: Conejos control y vacunados 
con virus del Fibroma de Shope. 
Grupo 11: Conejos vacunados con vil us 
atenuado del Mixoma de Sanarelli por vía 
subcutanea yendovenosa. 
Las grMicas 1 y 2 muestran la cinética de 
ant icuerpos humora les testados por EL ISA· 
Shope y E LlSA·Sanarelli de los conejos va· 
cunados por vía subcutanea y por vía endo· 
venosa. 
Grupo III: Va loración de sueros de gaza· 
pos procedentes de madres vacunadas con 
virus del F ibroma de Shope. 
Los resultados quedan reflejados en la 
grMica 3. 
Grupo IV: Va loración de sueros de gaza· 
pos y conejos adultos no vacunados contra 
la Mixomatosis. 
De los 140 sueros ensayados, 122 eran 
totalmente negativos por las dos técnicas, 
12 eran positivos por las dos técnicas, 4 
eran posit ivos por E LlSA·Shope y negati· 
vos por ELISA·Sanarelli y 2 eran positivos 
por ELlSA·Sanarel li y negat ivos por ELl· 
SA·Shope. Por lo cua l la sensibil idad del 
ELISA·Shope con re lación al ELlSA·Sana· 
Tabla 3 . Coeficíentes de correlación (r) de los sueros de conejos no vacunados V vacunados con virus del 
Fibroma de Shope, antes V después de la infección experimental, valorados por E LlSA·Shope V E LISA· 
Sanarelli. 
Conejos Antes Infecclón Después Infeccl6n 
Ne vacunades 0.957 In = 24) 0.906 In = 12) I") 
Vacunades 0.879 In = 24) 0.577 In = 16) 
C*) n = número de muestras ensayadas. 
T al:lla 4. Coeficientes de correlación de los sueros de conejos vacunados con virus atenuada del Mixoma 
de Sanarelli, utilizando la via subcutanea V endovenosa, comparando ELISA -Shape V ELISA-Sanarelli 
antes V después de la infeccíón experimental con virus virulento. . 
via administraci6n Antes Infeccl6n Después Infeccl6n 
Subcutanea 0.926 In = 16) 0.686 In = 111 
Endovenosa 0.855 In= 171 0.569 In = 11 1 
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Graflca 1. Respuesta humoral en co-
neJos vacunados por via subcutanea e 
In fectados con vir us virulento. Va lo, 
res E LlSA- I R (iTi 4 suero s) . 
) 10 1) 54 61 6fl. 74 L>Íal5 po s t. _vacuneci6n 
ELISA-Sanarelli 
ELISA·Shape 
re l I i fue del 85 por ciento y la especif icidad 
fue del 96 por ciento . 
Discusión 
En estas pruebas comprobamos que efec-
tivamente los ant icuerpos séricos inducidos 
por el virus del Fibroma de Shope y por el 
virus del Mixoma de Sanarell i , pueden de-
tectarse y va lorarse med iante el ELISA-
Shope y el ELlSA-Sanarelli , debido a la 
ex istencia de antigenos comunes en ambos 
virus. 
Por ello, el suero de cua lqu ier conejo va-
cunado con una vacuna que contenga virus 
de Shope o virus atenuado de Sanarelli po-
136 
dní va lorarse facilmente por ambas técn i-
cas. 
Hemos posido observar que el grado de 
correlación entre los dos ensayos al va lorar 
sueros de conejos vacunados con el virus 
del Fibroma de Shope era muy alto 
(r = 0.879) tal como puede aprec iarse en la 
tabla 3. Sin embargo, después de la infec-
ción experimental con virus virulento de 
Sanarell i se produce un marcado descenso 
de la correlac ión entre los 2 ensayos 
(r =· 0.577) aún cuando continúa siendo 
positiva. 
Este hecho podría deberse a una desvia-
ción importante producida por el estímu lo 
antigénico del virus viru lento de infección 
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Gratlca 2. Respuesta humoral en cc-
nejos vacunados via endovenosa e In-
fectados con vIr us virulenta. Va lores 
E Ll SA- I R Cm 4 sueros) . 
l , 
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} 10 l J 54 61 68 74 DÍOti llos t-va cun. 
ELlSA-Sanarel l ! 
.... - - --l ELISA-Shope 
au mentando los anticuerpos séricos contra 
el virus del Mixoma de Sanarell i, con lo 
cual al va lorar por ELlSA-Sanarelli los va lo-
res se alejar ian progresivamente de los obte-
nidos al valorar por ELl SA-Shope. Esta 
reacción no se produce en anima les no 
vacunados, cuyos coef icientes de corre la-
ción antes (r = 0.957 ) y después de la in-
fección (r = 0.906) son muy similares, de-
bido a que antes de la infección los anima-
les estaban li bres de ant icuerpos séri cos y 
después de la misma el virus vi rulento prac-
t icamente no indujo una respuesta humoral 
antes de la muerte de los animales que se 
produjo entre los 6 y los 10 d ias post-infec-
ción, con lo cual la mayor parte de los sue-
ros testa dos fueron negativos por los 2 en-
sayos. 
Asimismo, en los 2 grupos de conejos 
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inoculados con virus vacunal atenuado de 
. Sanarelli por via subcutanea y endovenosa 
(tabla 2) y que fueron in fectados a los 54 
dias, se produjo un hecho simi lar, es decir, 
los coefic ientes de correlación fueron muy 
sign if icativos (r = 0.926 v ia s.c. y r = 0.855 
v ia e.v.) desde la vacunac ión hasta el mo-
mento de la infección con virus virulento 
de Sanarelli ; sin embargo, estos presentaron 
una variación notable en los valores séricos 
después de la misma (gr8ficas 1 y 2) siendo 
los títulos obten idos al 'utili zar el ELlSA-
Sanarel li muy super iores a los que se testa -
ron por E LI SA-Shope. 
Este notable aumento de los ant icuerpos 
humorales detecta dos por ELlSA-Sanarell i 
después de la infección en conejos vacuna-
dos con un virus mixomatoso atenuado 




n r:: 40 
80 r e 0.907 
.-








!!! 40 ~ 
2 
10 JO 5° 7 0 90 11 0 
Gra flca III. Corre laclón entre ELISA-
Shape y ELlSA-Sanarelli al valorar 
suaros de gazap os procedentes de 
coneJas vacunadas con \l lrus de l 
F ibroma de Shape. I R (ELl S A-Sanare lll) 
que el estímu lo inducido por el virus viru-
lento provoca una respuesta inmunológ ica 
en un gran número de determ inantes ant i-
génicas al compart ir ambos virus (atenuado 
y viru lento) muchos antígenos comu nes. 
Sin embargo, al valorar los sueros por Eli-
SA-Shape só lamente los antígenos comunes 
con el virus de Sanarel li pueden detectarse 
con este ensayo, con lo cual, los valores 
obtenidos son menares y se produce esta 
variación y fa lta de correlación. 
Las diferencias entre los coefic ientes de 
corre lación después de la infección en los 
dos grupos de conejos vacunados por via 
endovenosa y por via subcutanea respecti -
vamente podr ian atri bu irse a la via de ad-
ministración del virus vacunal que est imu là-
r ia poblaciones celulares dist intas .. 
La correlac ión obten ida al valorar sueros 
de gazapos procedentes de madres vacuna-
das con virus del Fibroma de Shope fue 
muy alta (r = 0.907) ta l como puede apre-
ciarse en la grMica 3. Aunque las madres 
fueron vacunadas en dist intos periodos de' 
la gestación, a parti r de los 35 d ias de edad 
los gazapos carecfan de anticuerpos sér icos 
detectables por estas 2 técn icas. 
En genera l podem os afirmar que tanto el 
ELl SA-Shope como el ELl SA-Sanarell i, 
138 
puede utili za rse para va lorar la inmunidad 
humoral inducida por vacu nas con virus ho-
mólogo atenuado y con virus del Fibroma 
de Shope as i como para estu dios seroepi-
dem iológ icos ya que ambas técnicas mues-
tran una buena sensibil idad (85 por ciento) 
y especi f icidad (95 por cientol. 
En general, en la valoración de sueros 
procedentes de conejos vacunados con virus 
del Fibroma de Shope, los titu los obten i-
dos seran mas altas si uti li zamos un ELl SA-
Shope mientras que seran sensi blemente in-
feri ores si usamos un ELlSA-Sanarelli , Del 
mismo modo, en la va loración de la res-
puesta humoral en conejos vacu nados con 
el virus atenuado de Sanarelli los va lores se-
ran mas altos si uti lizamos un ELl SA-Sana-
relli que si se valoran con ELl SA-Shope, de-
bido evidentemente al mayo r número de 
antígenos comunes de superficie. 
Los resu ltados obtenidos muest ran que 
puede obtenerse una correlac ión signif icat i-
va ent re los dos ensayos al va lorar sueros de 
conejos inocu lados con virus del Fibroma 
de Shope o bien con virus atenuados de Sa-
nare ll i; sin embargo, cuando estos animales 
han estada ademas en contacto con un vi-
rus viru lento de Sanarelli se produce una al-
teración en la correlación ent re ambos ensa-
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vos, lo cua l dif icu lta enormemente la inter-
pretac i6n de los resu ltados. El aislamiento e 
ident ificación de los ant(genos inmunogéni-
cos del vi rus de Sanare ll i y su absorci6n a 
las microplacas, permitir la probablemente 
obtener un ensayo va lido en todos los ca-
sos. 
Resumen 
Se ha n comparado dos Enzimoinmuno-
ensayos para va lorar los ant icuerpos humo-
raies inducidos por el virus del Fibroma de 
Shope y por el virus del Mixoma de Sanare-
lli en conejos. Para el lo se utili z6 un ELI SA 
cuyas m icrop lacas fueron absorbidas con vi-
rus del Fibroma de Shope y ot ro ut ilizando 
microp lacas absorbidas cori virus del Mixo-
ma de Sanare lli. Ambos E LI SA se mostra-
ron sensib les y espec lf icos pa ra detectar an-
ticuerpos humorales en conejos inocu lados 
con virus del Fibroma de Shope obten ién-
dose un coeficiente de corre laci6n altamen-
te significativo (r = 0.879). Asimismo, en 
animales vacunados con virus atenuado de 
Sanarelli por via subcutanea y endovenosa 
la corre laci6n fue muy significativa siendo 
r -0.926 y r- 0.855 respectivamente. 
En animales vacunados con los virus an-
tes mencionados e infectados posteri or-
mente con virus virulento de Sanarelli , se 
produjeron grarides desviaciones sierido la 
correlaci6n muy baja en ambos casos. De 
cua lqu ier forma ambas ELISA pueden uti l i-
zarse en la va loración de la inmun idad hu-
moral inducida por virus vacuna les pudien-
do establecerse una corre lac ión, sin embàr-
go, ésta es muy pobre al va lorar sueros de 
conejos vacunados e infectados posterior-
mente con virus viru lento del Mixoma de 
Sanarelli . 
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